Condições sanitárias das águas de irrigação de hortas do município de São Paulo: II. Isolamento de vírus entéricos by Christovão, Dácio de Almeida et al.
CONDIÇÕES SANITÁRIAS DAS ÁGUAS DE IRRIGAÇÃO DE
HORTAS DO MUNICÍPIO DE SÃO PAULO (1)
II. Isolamento de vírus entéricos
Dácio de Almeida CHRISTOVÃO
José Alberto N. CANDEIAS
Sebastião Timo IARIA
Foram pesquisados vírus entéricos nas águas de irrigação de onze hortas
do município de São Paulo. Das amostras das águas de cinco hortas foram iso-
lados os seguintes enterovírus: vírus de poliomielite tipo I e tipo III e vírus
Coxsackie tipo A16 e tipo A7. Os resultados evidenciam a superioridade do
método de adsorção à resina Dowex, para isolamento de vírus de águas conta-
minadas com esgotos. O encontro de vírus naquelas águas dá ao aspecto sani-
tário dêste problema, particular importância.
Recebido para publicação em 8-6-1967.
(1) Da Cadeira de Microbiologia e Imunologia Aplicadas da Faculdade de Higiene e Saúde
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I N T R O D U Ç Ã O
As primeiras tentativas bem sucedidas
de isolamento de vírus da poliomielite
de esgotos datam dos trabalhos de PAUL;
TRASK; CULOTA 18 (1939) e PAUL;
TRASK ; GARD 19 (1940). Posteriormen-
te, surgiram numerosas publicações sôbre
o assunto não só em relação ao vírus
da poliomielite (MELNICK 15, 1947; RHO-
DES et alii21, 1950) como a outros ente-
rovirus (CLARK et alii5, 1951; KELLY 10,
1953; POSKANZER & BEADENKOPF 20,
1961; WILCOX et alii24, 1961). Vários
autores (BERG1 , 2 , 3 , 1966; LAMB et
alii 12, 1964) têm verificado que apesar
da aplicação de métodos adequados nas
estações de tratamento de esgotos é mui-
tas vêzes possível isolar vírus dos efluen-
tes. Esta verificação associada ao conhe-
cimento de que podem encontrar-se ví-
rus em cursos de água que receberam
esgotos domésticos sem tratamento dão
ao problema uma importância indiscutí-
vel (BERG2, 1966; FOLIGUET; SCHWARTZ-
BROD; GAUDIN6 , 7, 1966; LAMB et alii12,
1964).
O desenvolvimento das técnicas de pu-
rificação de vírus tem simplificado o iso-
lamento de vírus de material provenien-
te de esgotos ou de cursos de água con-
taminados (LAGRIPPO 11, 1950; LUND &
HEDSTROM13, 1966; MULLER 17, 1950;
SABIN 22, 1932).
Em virtude da utilização freqüente, em
nosso meio, de águas poluídas por esgo-
tos na irrigação de hortas, teve o pre-
sente trabalho por finalidade tentar iso-
lar vírus entéricos das mesmas, avalian-
do, simultâneamente, a eficácia do mé-
todo de purificação por adsorção a uma
resina de troca iônica.
MATERIAL E MÉTODOS
Preparo das amostras — A escôlha das
hortas, a colheita e o transporte das
amostras estão descritos em trabalho an-
terior (CHRISTOVÃO; IARIA; CANDEIAS 4,
1967). As 55 amostras de água desti-
nadas ao exame virológico foram agru-
padas em dois grupos, o primeiro dos
quais compreendendo as 25 amostras co-
lhidas, diretamente, em frascos estéreis,
no mês de outubro de 1960 e o segundo,
as 30 amostras colhidas em outubro de
1961 mediante o uso de chumaços de
gaze. Êstes foram preparados com fai-
xas de gaze de 1,50 m de comprimento
e 0,20 m de largura, dobradas sôbre si
mesmas, de modo a formar um chumaço
compacto; cada um dêles era prêso a
uma estaca de madeira fixada no leito
do curso de água, em ponto prèviamen-
te escolhido, por intermédio de um cor-
del de cêrca de 0,50 m de comprimento
e mantido no local durante 48 horas.
Passado êste tempo, era retirado e envia-
do ao laboratório em frascos estéreis
(MOORE 16, 1952). As amostras de água
de cada uma das onze hortas foram sem-
pre misturadas.
Tanto as amostras de água colhidas
diretamente em frascos estéreis, como as
obtidas por expressão dos chumaços de
gaze, foram clarificadas por centrifuga-
ção a 2.000 RPM durante 15 minutos,
em ambiente refrigerado a 5°C, e trata-
das por dois métodos diferentes. No pri-
meiro método retiraram-se 10 ml de cada
uma das 11 amostras, volume a que se
adicionou penicilina e estreptomicina de
modo a obter-se uma concentração final
de 5.000 U/ml de penicilina e 2 mg/ml
de estreptomicina; êste material foi cen-
trifugado a 10.000 RPM durante 30 mi-
nutos, em ambiente refrigerado a 5°C,
sendo o líquido sobrenadante congelado
a —60°C para ulterior exame. No se-
gundo método a 100 ml de cada uma
daquelas amostras adicionou-se albumina
bovina, de modo a obter-se uma concen-
tração de 0,5% e 10 g de resina Dowex
1-X, 200-400 "mesh". A mistura foi
agitada durante 5 minutos à temperatu-
ra ambiente e centrifugada a 2.500 RPM
durante 10 minutos em ambiente refri-
gerado a 5°C, eliminando-se o sobrena-
dante. O sedimento foi agitado durante
10 minutos com 2 ml de solução de fos-
fato dissódico (pH = 8,5) e centrifuga-
do a 3.000 RPM durante 15 minutos, em
ambiente refrigerado a 5°C. O sobre-
nadante adicionado de penicilina e es-
treptomicina na mesma concentração re-
ferida anteriormente foi congelado a
—60°C para ulterior exame. Êste méto-
do corresponde, em linhas gerais, ao des-
crito por KELLY10 (1953).
Métodos virológicos — Cada uma das
amostras foi inoculada por via subcutâ-
nea em camundongos recém-nascidos de
idade compreendida entre 24 e 48 horas,
na dose de 0,02 ml por animal, usan-
do-se 5 animais por amostra. Êstes fo-
ram mantidos em observação durante 14
dias, sacrificando-se um animal cada 7
dias, para passagens sucessivas. Uma
amostra era considerada negativa sòmen-
te depois de duas passagens sem sinto-
mas característicos de infecção. A iden-
tificação das amostras isoladas foi feita
de acôrdo com a técnica descrita por
GAMBLE et alii8 (1963).
As amostras foram, ainda inoculadas
em culturas de células HeLa e culturas
primárias de amnios, usando-se 4 ou 5
tubos por amostra e um inóculo de 0,1 ml
por tubo. As culturas foram incubadas
a 37°C e observadas diàriamente para
verificação da presença de efeito citopá-
tico. Consideravam-se negativas as cul-
turas que não- demonstravam qualquer
efeito citopático em duas passagens de
16 dias cada uma. A identificação das
amostras isoladas foi feita por provas de
neutralização e fixação de complemento
GAMBLE et alii 8, 1963; HAMBLING; DA-
VIS; MACRAE9 , 1963).
R E S U L T A D O S
Das 11 amostras de água examinadas
e correspondentes às hortas selecionadas,
5 mostraram conter um ou mais vírus,
distribuídos do modo seguinte: da água
de irrigação colhida em três hortas isola-
ram-se 4 cepas de vírus de poliomielite,
dos tipos I e III numa delas e sòmente
do tipo III em cada uma das duas res-
tantes; em duas outras hortas, das amos-
tras de água examinadas foi possível iso-
lar 2 cepas de vírus Coxsackie do gru-
po A e tipos 16 e 7.
Das amostras de água não tratadas
com a resina Dowex sòmente foi possí-
vel isolar uma cepa de vírus de polio-
mielite, ao contrário do que ocorreu em
relação às amostras de água tratadas com
a referida resina. A Tabela 1 apresen-
ta êstes resultados.
D I S C U S S Ã O
Os resultados do presente trabalho mos-
tram de maneira inequívoca que as águas
por nós estudadas, utilizadas na irriga-
ção de hortaliças, contém enterovírus,
dentre os quais, assumem particular in-
terêsse os vírus da poliomielite. Natu-
ralmente que as cepas de vírus da polio-
mielite dos tipos I e III isoladas por nós
poderão ser cepas atenuadas de vacina
Sabin, identificação que não nos foi pos-
sível fazer. Mas mesmo que tivéssemos
podido determinar aquela origem vaci-
nal, êste fato não diminuiria os riscos de
contaminação por cepas selvagens do
mesmo vírus. Os tipos de vírus isolados
encontram-se entre os mais freqüentemen-
te isolados por outros autores ( CLARK
et alii5, 1951; MELNIK 15, 1947; RHO-
DES et alii21, 1950; WILCOX et alii24,
1961). A facilidade com que foram
identificadas as cepas isoladas vem com-
provar mais uma vez a eficácia das téc-
nicas usadas (GAMBLE et alii8, 1963;
HAMBLING ; DAVIS ; MACRAE 9, 1963),
particularmente em relação à prova de
neutralização com misturas de soros, mé-
todo que apesar de mais demorado tem
a vantagem de ser de grande economia,
não só em têrmos do número de tubos
de cultura usados como da quantidade
de soros específicos.
MACK et alii14 (1958), compararam
a incidência de coliformes e enterococos
com o isolamento de vírus entéricos. A
tentativa de relacionar as freqüências de
isolamento de enterovírus com os índices
coliformes das águas de irrigação estu-
dadas, apresentada na Tabela 2, suge-
re-nos apenas as seguintes considerações.
Os padrões bacteriológicos para águas de
irrigação, estabelecidos para o Estado de
São Paulo 23 (1955), toleram o emprê-
go, na rega de vegetais ingeridos crus,
de águas com média dos NMP de coli-
formes inferior a 5.000 por 100 ml, sem
especificar o tipo de média. O isola-
mento de cepas de dois tipos diferentes
de vírus da poliomielite, da água da
horta D, cuja média geométrica dos
NMP de coliformes está muito próxima
do máximo tolerado, nos indicaria cla-
ramente o inconveniente de se interpre-
tar o têrmo "média", estabelecido pelo
padrão, como média geométrica. Embo-
ra esta medida seja tida como a mais
representativa de uma série de valôres
de NMP, frente aos resultados do pre-
sente trabalho, se alguma atitude pudesse
ser tomada, deveria ser a de se conside-
rarem as médias fixadas nos padrões es-
taduais como médias aritméticas. Estas,
como pode ser visto na Tabela 2, apre-
sentam-se com valôres bem mais eleva-
dos — como deverá ocorrer com maior
freqüência. Assim, a adoção do critério
aqui aconselhado tornará os limites, esta-
belecidos pelo padrão, menos tolerantes.
Em publicação anterior (CHRISTOVÃO;
IARIA; CANDEIAS 4, 1967) ficou demons-
trada a precariedade das condições hi-
giênicas das mesmas hortas, cujas águas
de irrigação foram objeto do presente
trabalho. Os resultados desta pesquisa
de vírus intestinais não permitem qual-
quer dúvida quanto à existência real de
risco à saúde na utilização destas águas
de irrigação. O isolamento de vírus da
poliomielite e vírus Coxsackie, por outro
lado, vem confirmar a origem humana,
pelo menos parcial, da poluição fecal evi-
denciada naquêle trabalho.
Foi possível demonstrar a utilidade do
método de adsorção à resina Dowex para
o isolamento de enterovírus. Se as amos-
tras utilizadas no tratamento contrôle,
sem adsorção à resina, tivessem sido sub-
metidas também a êste último tratamen-
to, teríamos, possìvelmente, obtido maior
número de isolamentos, pois a eficiência
da concentração pela resina aniônica é
nìtidamente superior à simples purifica-
ção da água por centrifugação. A êste
respeito devemos lembrar que se tivesse
sido possível a utilização de culturas de
células de rim de macaco Rhesus, o nú-
mero de isolamentos teria sido, provàvel-
mente, ainda mais elevado.
C O N C L U S Õ E S
1. De 5 das 11 amostras de águas de
irrigação das hortas examinadas fo-
ram isolados os seguintes enteroví-
rus: vírus da poliomielite tipo I e
tipo III e vírus Coxsackie tipo A16
e tipo A7.
2. O processo de tratamento pela adsor-
ção à resina Dowex 1-X, 200-400
"mesh", revelou-se nìtidamente supe-
rior ao método utilizado, usualmen-
te, no isolamento de vírus de fezes.
S U M M A R Y
Five of the 11 samples of irrigation
water taken from vegetable gardens of
the city of S. Paulo, submitted to viro-
logical examination, gave positive results
for the following enteroviruses: poliovi-
rus-1, poliovirus-3, Coxsackie virus A16
and Coxsackie virus A7. The resin meth-
od rendered the highest yield of iso-
lations in comparison with the unconcen-
trated method. The isolation of entero-
viruses from irrigation waters reflects the
unsatisfactory conditions of the same and
emphazises the sanitary aspect of this
problem.
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